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  骨髄異形成症候群(MDS：myelodysplastic syndrome)は骨髄細胞異形と無効造血を特
徴とし，血球減尐と白血化をきたす疾患である．これまで我々は，MDS における組織内
鉄過剰が酸化的 DNA損傷を惹起することを報告してきた(Free Radic Biol Med 2012)．鉄
過剰の原因として，無効造血に伴う消化管からの鉄吸収の増加が関与する可能性を報告し




















factor (SCF)および 50 ng/ml Fms-related tyrosine kinase 3 ligand  (FLT3LG)を添加し
た StemPro®-34に 50 ng/mlに浮遊させ，あらかじめヒト間葉系幹細胞層を作成しておい
た底面積 25 cm2の細胞培養フラスコで 2週間培養した． 
2週間後にヒト間葉系幹細胞層上で増殖した未分化造血細胞を day 0細胞として採取し
た．引き続き，1×106 /mlの day 0細胞を，10 ng/ml SCF，4 U/ml EPO，10 U/ml IL-3，
20 ng/ml insulin-like growth factor (IGF)-1および500 μg/mLの鉄結合トランスフェリン
を添加した StemPro®-34に浮遊させ 7日間培養した細胞を，day 7細胞として採取した．
その後，4 U/ml EPO，20 ng/ml IGF -1および鉄結合トランスフェリンのみを添加した培
地で，さらに 7日間培養した細胞を，day 14細胞として保存した．赤芽球細胞への分化度
はフローサイトメトリーおよび Hb含有量によって解析した． 
2) 赤芽球細胞と白血病細胞における ERFE mRNA 発現量の検討 
臍帯血から分化誘導した赤芽球細胞および白血病細胞株(HL60，U937，TF-1，HEL，
KG-1，K562)から TRIzol™(Invitrogen社)を用いて Total RNAを抽出し，SuperScript® 
VILO™ cDNA Synthesis Kit (Invitrogen)を用いて逆転写反応を行った．定量的 PCRは
SYBR Green Real-Time PCR法で行い，ERFE の検出には primer set PPH58367A を，
Hepcidin の検出には primer set PPH06152A 用い，内因性コントロールは，18S 
rRNA(PPH05666E)を用いた．ABI PRISM®7300 Real-Time PCR System (PE Applied 
Biosystems)を用いて解析した．   
3) GEOデータベースを用いた健常人(HV)およびMDS細胞における ERFEの解析 
GEO に登録された GSE58831 データセットの遺伝子発現データファイル(CEL ファイ
ル)を，ArrayExpress パッケージ(R commander version 3.4.1)を用いてダウンロードし
た．affyパッケージを用いて行列に変換した後，rma法で正規化した． 
GSE58831データセットから急性骨髄性白血病 7例，慢性骨髄単球性白血病 7例および
診断不明 15例を除外し Data set MDS1とした．これらのデータには SF3B1遺伝子変異
によって発症する MDS-RS-SLD(RS：Ring Sideroblasts；SLD：Single Lineage 
Dysplasia，20 例) および 5 番染色体長腕欠失によって発症する MDS with isolated 
del(5q)(5q-症候群，6例)などの特殊な MDSの病型が含まれていたため，それらを除外し
data set MDS2とした．date set MDS1および date set MDS2を用い，ERFE高発現と
相関がある遺伝子変異を検出すると共に，ERFEの発現と相関する遺伝子を解析した．  
4) HEK293T細胞を用いたリコンビナント ERFEの作成 
HEK293T細胞を 10 cm dishで培養した．15 μgのMyc-DKK-tagged human ERFEプ
ラスミド(OriGene社，RC237678)を lipofectamine™ LTX Reagent with PLUS Reagent
を使用して HEK293T 細胞に導入した．96 時間後に HEK293T 細胞の培養上清(CM：
conditioned medium)を 0.45 μmフィルターを通した後に、ERFE CMとして保存した．






 Sodium Butylate (SB)への感受性が確認されている K562細胞(RCB00027)に 1.0 mM 
SB を添加し，SB 添加前，SB 添加 2 日後および SB 添加 4 日後の細胞を採取した．メイ
ギムザ染色，フローサイトメトリーによって赤芽球系細胞への分化度を解析した．  
6) 肝細胞のヘプシジン発現に対する ERFEの効果の検討 
HuH7 細胞および HepG2 細胞をそれぞれ 6well プレートで培養し，90%コンフルエン
トまで培養した．その後，培養上清を Control CM，ERFE CMあるいは K562細胞の培




1) 赤芽球系細胞の作成   
臍帯血からの赤芽球への分化誘導法では，フローサイトメトリーで CD235a陽性，CD71
陰性の成熟赤芽球系細胞が増加し，平均赤血球ヘモグロビン量 (Mean Corpuscular 
Hemoglobin：MCH)が増加していることから成熟赤芽球への分化が確認された． 
2) 赤芽球細胞および白血病細胞における ERFE mRNA発現量の検討   
赤芽球細胞の ERFE mRNA 発現は EPO刺激後 14日目に約 1000倍に増加した．白血
病細胞における ERFE mRNAの発現はごく軽度に留まった．    
3) GSE58831データセットを用いたMDS細胞における ERFE mRNA発現量の解析 
CD34陽性MDS細胞における ERFE発現量は, CD34陽性正常細胞と比較し，より有意
に高値を示していた．date set MDS1を用いて，重回帰分析により ERFE mRNA発現と
関連のある遺伝子変異を解析した結果，SF3B1 変異との関連が示された(P=0.00164)．
date set MDS 2を用いて，ERFE mRNA発現量と鉄代謝関連遺伝子との関係を解析した
ところ，EPO レセプター (EPO-R)遺伝子の発現と強い正の相関が検出された
(P<0.00000000001)．   
4) 肝細胞における ERFE の効果の検討 
HEK293T由来の ERFE CMを用いた検討で，HuH7ではヘプシジン産生抑制効果は認
められなかったが, HepG2細胞ではヘプシジン産生抑制効果が認められた．  
5) K562細胞から赤芽球系細胞への分化 
 SB刺激前は，K562は一様の芽球様細胞の増殖を示したが，SB刺激 2日後には好塩基
性赤芽球に分化し，大小不同が認められた．SB 刺激 4 日後には K562 細胞は多染性赤芽
球へ分化したが，多核の異型細胞も認められた．フローサイトメトリーでは SB 刺激によ
り CD235a 発現が上昇した．これらの結果から，K562 は SB 刺激により成熟赤芽球に分
化するものの異型を伴うことが示された．  
6) K562細胞由来 CMによるHepG2細胞のヘプシジン産生抑制効果の検討 





よび EPO非存在下で培養された K562細胞由来 CMでは認められたかった．  
 考察 
本研究により ERFE 産生は EPO 存在下で EPO-R 陽性赤芽球系細胞から産生されるこ
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論文題名 
Erythroid neoplastic cells produced functional erythroferrone to reduce 
hepcidin in hepatic cells 
（赤芽球系腫瘍細胞から産生されるエリスロフェロンは肝細胞に作用してヘ
プシジン産生を低下させる） 
結果の要旨 
 
本研究により赤芽球系異型細胞から産生されるエリスロフェロンは、エリスロポエチンに
反応し産生されることが明らかとされた。エリスロフェロンは肝細胞に働いてヘプシジン
の発現レベルを低下させることで、消化管からの鉄吸収を増加させることが示された。以
上の成果により、学位論文として医学博士授与に値するものと、審査委員全員からご評価
をいただいた。 
 
